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表皮 生长 因子 和 胰岛 素 对 大 熊猫 体外 培养 皮肤 
成 纤维 细胞 生物 学 特性 的 影响 


张 明 !, 修 ” 蒙 ?， 刘 玉 良 :， 郑 鸿 培 !, 朱 庆 !'*， 张 志和 和 ?, 鲜 红 ! 
(1. 四 川 农业 大 学 动物 科技 学 院 ， 四 川 雅安 。625014; 2. 成 都 大 熊猫 繁育 研究 基地 ， 四 川 成 都 610081) 
摘要 : 用 DME :Ham’s F12 (1:1) 培养 液 ， 添 加 3 个 水 平 的 表皮 生长 因子 和 2 个 水 平 的 胰岛 素 ， 组 合成 6 种 
培养 体系 (CS) 分 别 培养 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 。 通 过 对 细胞 生长 速度 和 染色 体 数 目 变 异 率 进 行 测定 ， 测 得 在 
添加 10 yg/mL 的 胰岛 素 和 40 ng/mL 的 表皮 生长 因子 的 培养 体系 (CS-5) 中 : 以 〈1.673+0.185) x 105/mL 密 
度 接种 细胞 ， 经 3.5 d， 密 度 达到 6.890 x 105/mL， 其 生长 速度 最 快 ; 染色 体 数目 为 二 售 体 细胞 的 比率 75.77%; 
核 型 分 析 显 示 ， 培 养 的 细胞 是 大 熊猫 体 细胞 。 综 合 衡量 ，CS-5 更 适合 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 培养 。 
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Effects of Epidermal Growth Factor and Insulin on 
Biological Characteristics of Giant Panda (Ailuropoda 
melanoleuca ) Cutaneous Fibroblast in Vitro 


ZHANG Ming!, HOU Rong’, LIU Yu-liang’, ZHENG Hong-peil， 
ZHU Qing!.*, ZHANG Zhi-he’, XIAN Hong! 


(1. College of Science & Technology of Animal, Sichuan Agricultural University, Ya'an 625014, China; 
2. Giant Panda Breeding Research Base in Chengdu, Chengdu 610081, China) 

Abstract: Six culturing systems were designed by adding different concentrations of epidermal growth factor (EGF) 
and insulin into DME/Ham’s F12 medium. Based on the speed of cell growth and variation ratio of chromosome number, 
we chose the best culture media from the six culture systems. The results showed that the culture medium of 10 ug/mL in- 
sulin and 40 ng/mL EGF was most suitable for giant panda’s cutaneous fibroblast culture in vitro. In the best culturing 
system, the density of fibroblast increased from (1.673 +0.185) x 105/mL to 6.890 x 105/mL for three and a half days. 
The fibroblast growing speed was the fastest in all culture system and the ratio of diploid at the Sth generation was 
75.77%. Karyotype analysis showed that culture cell is from Giant Panda’s body cell. In conclusion, CS-5 is more suit- 
able for giant panda’s cutaneous fibroblast culture than other culturing systems in vitro. 
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大 熊猫 是 世界 珍贵 的 哺乳 动物 ， 但 由 于 其 繁殖 建立 的 大 熊猫 细胞 库 与 其 配子 库 及 胚胎 库 一 起 ， 形 
力 低 、 栖 息 地 不 断 缩小 ， 野 生 种 群 的 数量 不 断 减少 。 成 多 层次 、 多 角度 的 遗传 资源 保藏 系统 (Gilmore et 
(Feng et al，1991)。 大 熊 猎 具有 宝贵 的 遗传 研究 价 al，1998); 同时 ， 培 养 的 细胞 可 以 为 全 世界 的 研 
值 ， 其 遗传 资源 保护 研究 刻不容缓 。 通 过 细胞 培养 ” 究 者 提供 丰富 的 研究 材料 ， 有 利于 大 熊猫 保护 的 世 
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界 性 联合 研究 。 已 有 研究 (Liu et al，1999; Han et 
al，2001) 显示 ， 成 年 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 培 
养 较 幼 体 难 ， 并 且 采 用 普通 培养 体系 培养 又 难以 成 
功 。 我 们 前 期 预备 试验 初步 表明 ， 幼 仔 大 熊猫 的 皮 
肤 成 纤维 细胞 体外 培养 比较 容易 ， 年 龄 在 10 岁 以 
上 的 大 熊猫 ， 皮 肤 成 纤维 细胞 体外 培养 的 增殖 比较 
缓慢 。 

在 细胞 培养 中 ， 细 胞 因子 和 激素 的 添加 ， 主 要 
应 用 在 非 分 泌 型 细胞 的 无 血清 培养 体系 ， 或 者 有 血 
清 或 无 血清 培养 的 分 泌 型 细胞 培养 体系 ， 以 及 培养 
过 程 中 生长 缓慢 、 难 培养 细胞 的 培养 体系 中 (Bot- 
tenstein & Sato，1979; Martha，1984)。 本 研究 通 
过 添加 不 同 水 平 的 表皮 生长 因子 (epidermal growth 
factor，EGF) 和 胰岛 素 ， 观 测 其 对 大 熊猫 皮肤 成 纤 
维 细胞 生长 以 及 遗传 稳定 性 方面 的 影响 ， 来 优化 培 
养 体系 ， 以 实现 对 老龄 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 培 
养 ， 建 立 大 熊猫 个 体 遗 传 资源 细胞 系 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 

来 自 成 都 大 熊猫 繁育 研究 基地 的 0.5 ~ 8 岁 大 
熊猫 共 18 只 。 大 熊猫 麻醉 后 ， 股 内 侧 剃 毛 、 清 洗 
消毒 ( 碘 酒 消毒 后 立即 用 75% 的 酒精 脱 碘 ) 后 ， 
用 9~12 号 针头 挑 起 皮肤 ， 再 按 与 针尖 垂直 的 方向 
切割 挑 起 的 皮层 ， 每 块 皮肤 约 2 ~ 3 mm2， 然 后 迅 
速 将 其 放 人 含 500 IU/mL 青霉素 500 yg/mL 和 链 霉 
素 (长 征 制药 二 厂 ) 的 PBS 液 中 〈 自 配制 )，4 SC 
下 保存 备用 ， 保 存 时 间 不 得 超过 48 h。 
1.2 试验 方法 
1.2.1 皮肤 组 织 细胞 的 分 离 ” 将 大 熊猫 皮肤 组 织 
在 含 100 IU/mL 青霉素 和 100 yg/mL 链 霉 素 的 
Hank's 液 (HyClone，AME16016) 中 洗涤 3 次 ,每 
次 温 5 min 后 120 x g 离心 测 干 。 用 电子 天 平 称 重 
皮肤 组 织 块 ， 然 后 在 4 下 用 200 IU/mL 的 胶原 蛋 
白 酶 1 (Gibco BRL，1021082) 持续 酶 解 36 ~ 48 h。 
酶 解 过 程 中 随时 观察 ， 待 皮肤 组 织 呈 毗 状 时 停止 酶 
解 。 细 胞 悬 液 洗涤 后 用 血球 计数 法 测量 细胞 密度 ， 
计算 细胞 得 率 。 并 将 所 有 熊猫 个 体 酶 解 的 细胞 混 
合 ， 制 成 细胞 样品 池 。 
1.2.2 ”细胞 培养 ”在 DME :Hams F12 (HyClone，, 
AME15751) 培养 液 中 添加 100 IU/mL 青霉素 、100 
Lg/mL 链 霉 素 、5 yg/mL 两 性 霉 素 B (Sigma， 
17135)、5 pg/mL M-PlasmocinIM (InvivoGen ， 晶 美 


分 装 ，24-103-MPP) 和 2 mmol/L L-Glu (Gibco 
BRL，1062503) 组 成 基础 培养 液 ， 然 后 在 基础 培 
养 液 中 添加 不 同 剂量 的 胰岛 素 (Sigma，15500) 和 
ECF (InvivoGen，1120677)， 组 成 6 种 培养 体系 
( 表 1)。 原 代 培 养 液 中 添加 20% FBS (HyClone， 
AKB11420) ， 传 代 培 养 液 中 添加 10% FBS。 


表 1 本 研究 所 采用 的 6 种 培养 体系 
Tab. 1 The six kinds of culture system in the studies 





表皮 生长 
S 岛 素 因子 
培养 体系 基础 培养 液 cp 
Cul Benol Insulin Epidermis 
ulture system asical culture system (ug/ mL) growth fact- 
or (ng/mL) 
CS-1 1) DME/Ham F12 (1:1) 0 0 
CS-2 2) 100 IU/mL 青 链 才 素 0 40 
CS-3 3) 5 ng/mL 两 性 霉 素 B 0 80 
CS-4 4) 5 ug/ mL M-Plasmocin™ 10 0 
CS-5 5) 2 mmol/L L-Glu 10 40 
CS-6 10 80 


培养 时 ， 将 酶 解 获得 的 细胞 用 培养 液 调整 浓度 
到 2~4x10 个 /mL， 每 个 75 mL 培养 瓶 (Falcon， 
353014) 中 添加 2 mL， 静 置 6h 后 再 添加 相应 培养 
液 3 mL。 每 2 天 更 换 2/3 的 培养 液 ， 当 细胞 汇合 铺 
满 瓶 底 80% 时 ， 用 0.25% 胰 和 蛋白酶 (Gibco BRL) 
消化 脱 壁 传代 。 
1.2.3 ”细胞 生长 速度 测定 和 生长 曲线 绘制 ” 取 传 
至 第 6 代 的 细胞 ， 按 (1.673 + 0.1850) x 105/mL， 
每 孔 0.5 mL 接种 细胞 到 12 孔 板 培养 板 (Falcon， 
353043) ， 然 后 每 隔 12 h 消化 1 孔 ， 测 定 细胞 个 数 ， 
8 个 重复 。 
1.2.4 染色 体 数 目 变异 率 测定 ”分别 取 6 种 培养 
液 中 的 第 5 代 细 胞 ,用 秋水 仙 碱 (Sigma,31K1534) 处 
理 后 进行 核 型 制 片 (Wang & Cheng,1989) ,并 将 核 型 
片 制作 成 临时 装 片 。 

分 析 每 种 培养 体系 中 的 80 ~ 100 个 细胞 的 核 
型 ， 根 据 细 胞 染色 体 数 目 (N) ， 将 其 分 成 亚 单 倍 
体 (n<21)、 单 倍 体 (n =21)、 亚 二 倍 体 (21 <n 
<42)、 二 倍 体 (n = 42)、 超 二 倍 体 (42 < n < 63) 
和 多 倍 体 (n= 63) 6 种 类 型 ， 并 分 别 计算 每 种 类 
型 细胞 所 占 的 百分比 ， 通 过 染色 体 数目 变异 率 测 
试 ， 衡 量 细胞 在 不 同 培养 体系 中 的 遗传 特性 。 
1.3 统计 分 析 

用 方差 分 析 (下 检验 ) 和 x? 检验 对 数据 进行 
统计 分 析 。 


5 期 张 明 千 : 


故 皮 生长 因子 和 睫 马 素 对 大 能 狂 体 外 增 养 度 肘 成 幸 
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大 熊猫 皮肤 车 





图 一 4 


原 代 接种 的 点 
， 传 到 第 3 代 


2 结果 与 分 析 


2.1 大 熊猫 皮肤 组 织 酶 解 及 细胞 得 率 

由 于 大 熊猫 年 龄 和 组 组 块 大 小 的 葵 异 ， 酶 解 分 
离 时 间 一 般 需 要 36 ~ 48 h。 酶 解 后 的 皮肤 组 织 蛙 依 
状 坡 浮 物 ， 其 中 最 上 层 为 非 细 胞 甚 浮 物 ， 紧 接着 是 
单 细胞 层 ， 中 层 为 细胞 团 ， 最 下 层 汶 毛根 和 未 被 消 
化 的 皮肤 表层 -了 酶 解 所 得 的 细胞 县 液 经 离心 洗 泽 
取 中 层 基 液 ， 其 他 非 细 胞 成 分 含 届 会 大 大 减少 (图 
1、2). 大 熊猫 皮 了 肤 组 织 酶 解 分 离 的 细胞 平均 得 
为 5.079 x 10 个 zg， 
2.2 细胞 培养 

培养 中 发 更 ， 诛 代 误 胸 的 贴 辟 速度 往往 比 传代 
细胞 慢 ， 通过 相差 王 微 锁 《【Olympus，KX-70， 
Japan) 观察 发 现 ， 序 代 培 养 物 中 往往 混 有 其 他 类 
型 的 细胞 《图 3)， 经 过 2 次 传代 后， 通过 形态 观 
察 ， 培养 细胞 主要 为 成 纤维 样 细 胞 {| 针 44) 
2.3 细胞 生长 速度 

用 血球 计数 法 测量 细胞 党 度 ， 
数 。 所 得 的 数据 见 表 2 




















计算 每 筷 细 胞 个 










nded cell liquid by simple treatment); 
Original eulture oel] from skin lissue being digestod ); 
细胞 No. 3 generation Fibroblist} 


最 大 细胞 个 数 的 CS 培养 体系 的 顺序 是 : CS-4 
(69.86) > CS-5 (68.90) > CS-3 (65.73) > CS-6 
(56.74) > C82 ($5.58) > .03-1 (53,1) 其 中 
CS4 CS 与 C8-6，CS 了 2 I0S;:1 之 间 差 异 显著 
(P<0.05, FF 检验); 细胞 生长 最 先 达 到 峰值 的 
CS 培养 体系 是 CS-5 (84 h) 和 CS-2 (84 h)， 然 后 
依次 是 CS-1 (96 h)、CS-4 (108 h)， 最 后 是 CS-3 
{120 hl) 和 CS-6 (120 h)， 

CS-] 培养 体系 细胞 达到 平台 期 经 历 的 时 间 
96h) 比 C5-:2, CS-3、CS-4、CS-5 和 CS-6 (84 h) 
;其 72 ~ 120 bh 的 细胞 个 数 的 变异 系数 为 
3.19% C5-2、CS-3、CS-4、CS-5、 GS 右 丧 养 秩 
系 72 ~ 120 b 的 细胞 个 数 变 异 系数 分 别 为 7.20%、 
4.45 忠 、9.11%、7.40 约 和 10.72%， 与 CS-1 的 
差异 显著 。 主 此 原因 是 达到 平台 期 后 ，CS-1 培养 
体系 中 细胞 数量 很 快 减少 ， 而 CS-2、CS-3 ，CS-4、 
、CS-6 的 平台 期 维持 较 长 (36 h)。 在 平台 
内 ，CS-2 中 细胞 的 数量 呈 缓 慢 下 降 趋 势 ， 而 CS-3、 
Cs-4+、CS-、CS-6 中 细胞 数 其 波动 较 小 。 

2.4 染色 体 数目 变异 率 分 析 








CS-5 
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将 CS 培养 细胞 进行 核 型 制 片 ， 分 析 每 种 培养 
体系 中 80 ~ 120 个 细胞 的 核 型 ， 算 出 每 种 类 型 的 百 
分 率 见 表 3。 

6 种 CS 培养 体系 中 的 二 倍 体 染 色 体 百分率 差 


差异 显著 (P < 0.05)。 根 据 着 丝 粒 指数 确定 的 染 
色 体 类 型 中 ， 第 9、10 号 染色 体 测 量 类 型 为 中 部 着 
丝 (m) ， 理 论 类 型 为 亚 中 部 着 丝 (sm) ， 这 种 差异 
可 能 主要 由 测量 误差 引起 ， 但 也 不 排除 9、10 号 染 


异 不 显著 (P > 0.05，x? 检验 )， 但 CS-1、CS-2、 色 体 结构 变异 的 可 能 性 。 
CS-4、CS-5 中 的 二 倍 体 细 胞 百分率 比 CS-3、CS-6 大 熊猫 染色 体 组 型 见 图 5。 
略 高 ，CS-5 中 二 倍 体 细 胞 百分率 最 高 。 3 讨 论 


2.5 核 型 分 析 

将 CS-5 培养 的 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 进行 核 
型 分 析 ， 确 定 细 胞 的 种 属 特性 。 对 7 个 核 型 正常 、 
染色 体 比 较 清 晰 的 细胞 染色 体 进行 放大 、 测 量 、 统 
计 、 分 组 、 编 号 ， 将 染色 体 的 相对 长 度 和 着 丝 粒 指 
数 与 大 熊猫 染色 体 组 型 (Chen et al，1991) 进行 
比较 ， 数 据 见 表 4。 

培养 细胞 的 染色 体 众 数 为 42， 与 大 熊猫 正常 
核 型 的 染色 体 数 目 一 致 。 经 配对 试验 上 检验， 染色 
体 相对 长 度 的 测量 值 与 理论 值 之 间 差 异 不 显著 (P 
>0.05)， 染 色 体 着 丝 粒 指数 测量 值 和 理论 值 之 间 


3.1 EGF 对 成 纤维 细胞 生长 的 影响 

EGF 是 细胞 广 谱 的 促 分 裂 剂 ,能 促进 细胞 
DNA、RNA、 和 蛋白 质 以 及 大 分 子 物质 的 合成 ， 能 
增加 细胞 内 外 物质 的 转运 (Ding & Lan ,2001;Song 
& Fang，2002)。 在 细胞 培养 中 ，EGF 常 作为 一 种 
促进 细胞 增殖 的 添加 物 。 在 鸡 角膜 缘 上 皮 细 胞 、 人 
结膜 上 皮 细 胞 、 真 皮 成 纤维 细胞 、 牙 周 膜 细 胞 
(PDLCs ) 的 培养 研究 中 表明 :EGF 能 够 促进 细胞 
的 增殖 ， 但 促进 细胞 的 增殖 能 力 与 细胞 的 种 类 、 
EGF 的 浓度 有 关 ( Hou et al,2002;Wang et al， 


表 2 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 在 6 种 培养 体系 中 的 细胞 个 数 (104 个 / 孔 ) 
Tab. 2 Cell numbers under different insulin and EGF culture system (104/bole) 


培养 时 间 Culture time (h) 








培养 体系 
Culture system 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 
CS-1 16.73 13.90 16.49 21.91 28.28 40.06 37.47 45.13 53.14? 34.05 19.65 
CS-2 16.73 12.15 13.75 20.17 27.96 30.02 52.02 55.58" 55.35 53.40 46.29 
CS-3 16.73 13.56 12.66 18.10 30.29 40.92 44.54 61.61 60.03 64.66 ”65.73? 
CS-4 16.73 13.50 19.67 28.47 25.83 49.60 57.09 61.64 57.97 69.86r 67.69 
CS-5 16.73 12.29 22.01 24.30 29.73 42.31 60.89 68.90p 60.89 56.61 61.18 
CS-6 16.73 14.02 20.67 21.40 29.03 32.72 43.92 55.11 46.99 53.14 56.74? 


?表示 在 测试 过 程 中 生长 达到 的 最 大 细胞 个 数 (The largest cell numbers during cell gowth )。 


表 3 6 种 培养 体系 中 培养 5 代 后 大 熊猫 成 纤维 细胞 染色 体 数 目的 变异 率 
Tab. 3 Variation percent of chromosome number of Giant Panda’s fibroblast in six kinds of culture system 
on the fifth passage 


染色 体 数 且 百分率 Percent of chromosome number (%) 





立 .次 ;小 云 
人 亚 单 倍 体 ” 单 倍 体 。” 亚 二 倍 体 “二 倍 体 超 二 售 体 多 倍 体 0 人 
Subhaploid Haploid Subdiploid Diploid Hyperdiploid Multidiploid 
CS-1 E22 -22 21.70 73.41 2.44 16 -57 42 
CS-2 2.63 20.26 74.45 2.63 es 17- 52 42 
CS-3 1.69 = 15.42 69.32 3.39 1017 13 -86 42 
CS-4 2.65 16.36 72.38 2.28 1.20 15 - 49 42 
CS-5 2.90 1.45 16.09 74.77 4.80 15 - 49 42 
CS-6 py 222 20.49 67.32 2.44 8.54 21 -76 42 


一 : 表示 该 种 类 型 在 统计 中 不 存在 《No such type)。 


旧 等 ， 表 体外 培养 皮 肘 


长 因子 和 睫 岛 泰 对 大 
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表 4 大 熊猫 染色 体 相对 长 度 和 着 丝 粒 指数 


Tab. 4 Relative length and centromere index of Giant Panda chromosome 
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着 丝 粒 插 数 
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号 一， 
Chromusone Nu 测试 对 照 " 对 照 值 * 测试 什 对 赂 值 * 
Experiment Contrasl Experimental valoe Caontrast value * Experimental value Contrast value” 
1 m m 8.267 £0.5827 8.04 £0.085 45.353 £3.6065 46.95+0,629 
2 m m 7.573 +0.6209 7.66+0,163 41.770 + 2.4022 43.41 主 0.704 
3 m mt 6.303 =0.4371 6.62+0.127 40.123 上 =2.5 45.12 二 0.680 
未 m 加 6.(28 =0. 1390) 6.1240.110 39.128+3 43.28 土 0.759 
S snt sm 35,870= 0.2837 5,58+0.108 31.508 + 6.4097 31.84+0.846 
6 m m 5.690 + 0.1867 -081 38.960 + 7.2267 45.75+0.740 
7 sm sm 5.623+0.2644 .107 35.405 £9.3117 32.22 +0.783 
8 m m 5.278 +0.3309 5.22+0.121 42.163 + 1.7286 41.25 +0.664 
9 m sm 5.(048+0.1795 4.92 =0.101 38.953 + 6.5401 36.03 =D, 693 
上 m sm 4.935 +0.2417 4.92=0.069 39.233 +5.4297 35.64 =0.654 
11 mh m 4.578 0.2250 4.62+ 0.082 41.955 +6.1389 42.98=0.627 
12 m m 4.410+0.0337 4.44+0.089 44.718 上 5.8815 45.12+0.915 
13 m m 4.228 +0.045D 4.36+0.074 42.620 =4,6619 43.34 土 0.531 
四 m m 4.120 =D.1334 4.14+0.060 43.243 =6.3802 45.89+0.709 
15 m m 3.870= 0.1538 3.9D +0.074 42.145+2.8635 42.78 +0.683 
16 m m 0 0.2364 3.76 +0.058 43,293+4.1430 45.98 +0.73] 
17 2.780+0.6810 3.54+0.150 一 
18 2.253 土 0.4556 2.13+0D.047 一 
19 1.843 +0.1706 1.90=0.047 一 一 
20 1.618 土 0.2238 1.79=0.036 一 
X m m 5.353 +0.2598 5.51+0.083 42.668 + 5.0600 40.36 + 0.6D6 
Y 1.260 =0.0577 = 
“来 自 Chen ma 【1991》 From Ghen et al 11991) 
SE 站 
大 1 3 3 4 i SE 扒 
po 及 匡 半 1 
和 | 7 、* i 
是 ss 0 
re 图 5 大 能 区 染色 体 组 型 ( 雄 ) 
_ a ” ee Fig. 5 Ciant Panda's karyotype 【male》 
or 
o 了 
5 Wang et 引 ，2002; Li el al，2002),。 在 大 凤 ”纤维 细胞 体外 增殖 的 能 力 ， 而 L 80 ngzmL 组 


猫 皮肤 成 纤维 细胞 培养 体系 中 请 加 ECF、 
于 细胞 的 增殖 ， 对 于 老龄 大 
培养 有 利 

在 本 研究 中 





发 现 EGF 有 促进 大 


可 能 有 利 
拭 皮 睦 成 纤 旨 i 








(65.73) 细胞 的 增殖 数量 高 于 40 ngzmL 组 
(55.58)， 说 明 EGF a 量 依 
赖 性 ， 但 差异 不 显著 。 这 种 原因 可 能 由 于 40、80 


ngzmL 两 个 水 平 浓度 差异 太 小 ,不 足以 引起 大 熊猫 
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皮肤 成 纤维 细胞 增殖 的 显著 变化 ; 也 可 能 因为 两 个 
水 平 的 浓度 太 低 或 太 高 ， 处 于 EGF 剂量 效应 的 边 
缘 区 。 在 添加 了 EGF 的 培养 体系 中 ， 大 熊猫 皮肤 
成 纤维 细胞 数量 在 平台 期 呈现 波动 变化 ,平台 期 的 
维持 延长 ， 这 种 变化 可 能 与 换 液 间隔 有 关 ; 同时 
EGF 的 作用 是 通过 促进 细胞 周期 蛋白 cyclinD1 和 
CDK-4 的 表达 ， 进 而 使 细胞 G1 期 缩短 来 促进 细胞 
增殖 的 (Song & Fang，2002)， 这 种 作用 本 身 具 有 
周期 性 。 
3.2 胰岛 素 对 成 纤维 细胞 生长 的 影响 

胰岛 素 可 促进 细胞 对 葡萄 糖 的 利用 。 在 细胞 培 
养 中 ， 胰 岛 素 有 促进 细胞 增殖 的 作用 (Zhu， 
1997) 。 本 研究 中 ， 通 过 对 CS-1 和 CS-4 比较 表明 : 
胰岛 素 能 明显 促进 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 体外 增 
殖 ; 在 添加 了 胰岛 素 的 培养 体系 中 ， 大 熊猫 皮肤 成 
纤维 细胞 生长 的 平台 期 延长 。 
3.3 EGF 和 胰岛 素 对 成 纤维 细胞 生长 的 共同 作用 

胰岛 素 和 EGF 同时 使 用 时 : 在 低 剂 量 EGF 下 ， 
胰岛 素 和 EGF 促进 细胞 增殖 的 能 力 存在 累加 作用 ; 
在 高 剂量 EGF 下 ， 上 胰岛素 和 EGF 表现 出 对 大 熊猫 
皮肤 成 纤维 细胞 体外 增殖 的 抑制 作用 。 由 此 可 以 说 
明 ， 细胞 的 增殖 潜力 除 受 胰岛 泰和 EGF 浓度 影响 
外 ， 还 受 细胞 内 在 因素 控制 ， 细 胞 的 增殖 潜力 存在 
极限 。EGF 和 胰岛 素 与 受 体 结合 后 ， 引 起 各 自 受 体 
上 上 酷 氨 酸 磷酸 化 ， 通 过 酷 氨 酸 激酶 途径 引起 细胞 内 
的 生物 效应 (Ding & Lan，2001; Song & Fang， 
2002; Zhu，1997; Deng & Zhang，1998; Ray et al ， 
1981; Gianetto 人 Griswold，1979)。 在 胰岛 素 和 
EGF 的 作用 下 ， 二 者 竞争 酷 氨 酸 激酶 信号 通路 中 的 
公用 信和 号 转 导 和 蛋白 质 ， 从 而 使 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细 
胞 的 增殖 不 表现 累加 作用 ， 甚 至 表现 抑制 作用 。 在 
胰岛 素 和 EGF 共同 作用 下 ， 酷 氨 酸 激酶 信号 通路 
中 的 公用 信和 号 转 导 和 蛋白质 的 数量 制约 着 细胞 的 增殖 
潜力 。 通 过 对 CS-1、CS-2 和 CS-4 的 分 析 表 明 : 10 
&g]m 的 胰岛 素 引 起 细胞 的 增殖 能 力 大 于 40 ng/mL 
的 EGF 引起 细胞 的 增殖 能 力 。 

在 未 添加 胰岛 素 和 EGF 的 CS-1 中 ， 细 胞 的 增 
殖 速 度 ， 增 殖 峰值 明显 小 于 其 他 组 ,平台 期 的 维持 
时 间 也 明显 短 于 其 他 组 。 在 所 有 培养 体系 中 ， 细 胞 
生长 周期 可 明显 分 为 潜伏 期 、 指 数 生 长 期 、 平 台 期 
和 衰退 期 ， 其 中 各 培养 体系 在 潜伏 期 、 指 数 生长 期 
差异 不 明显 。 平 台 期 开始 出 现 差 量 ，CS-1 培养 体系 
平台 期 很 短 ， 很 快 进入 衰退 期 ， 而 其 他 培养 体系 有 


相对 较 长 的 平台 期 。 这 与 胰岛 素 和 EGF 促进 细胞 
增殖 的 潜能 相关 。 
3.4 培养 细胞 遗传 稳定 性 评估 

作为 遗传 资源 保存 的 细胞 系 ， 遗 传 稳定 性 是 极 
其 重要 的 。 发 生 高 度 变异 的 细胞 系 ， 既 失去 了 细胞 
原 有 的 生物 学 特性 ， 也 失去 了 遗传 资源 保存 的 意 
义 。 体 外 培养 的 细胞 发 生 帘 变 后 ， 极 少 的 细胞 丧失 
增殖 能 力 ， 大 部 分 细胞 变异 后 仍 能 够 分 裂 增殖 ， 从 
而 使 培养 细胞 的 可 遗传 变异 不 断 积累 加 剧 ， 最 终 造 
成 细胞 系 的 分 化 (Gianetto & Griswold，1979)， 由 
于 培养 过 程 中 的 自然 分 化 ， 很 多 细胞 系 根据 遗传 物 
质 的 差异 可 以 分 成 更 多 的 细胞 株 (Zhang et al， 
2001)。 因 此 细胞 的 体外 培养 过 程 也 是 一 个 细胞 变 
异 积累 ， 产 生 分 化 的 过 程 。Zhang et al (2001) 在 研 
究 7 种 动物 的 肾 细 胞 (F-18、CRFX、CKF、MD- 
CK、Vero、Vero-2、MA-104、BHK-21) 和 Hela 组 
胞 系 中 若干 细胞 株 的 染色 体 变 异 率 、 克 隆 形成 率 和 
肿瘤 形成 的 相互 关系 时 发 现 : 体外 培养 的 细胞 系 ， 
染色 体 数 目 变 异 是 普遍 现象 ， 其 变异 的 程度 不 仅 与 
细胞 系 ( 株 ) 自身 特性 有 关 ， 还 与 培养 体系 、 方 法 
和 传代 次 数 有 关 。 寻 找 尽 可 能 维持 培养 细胞 遗传 稳 
定性 的 培养 体系 ， 对 于 遗传 资源 细胞 系 的 培养 非常 
重要 。 

添加 EGF 和 胰岛 素 ， 对 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细 
胞 的 遗传 变异 是 否 产 生 影响 ?研究 中 发 现 ， 高 浓度 
的 EGF 可 引起 多 倍 体 细胞 的 比率 上 升 ， 从 而 相应 
减少 正常 二 倍 体 细 胞 的 比率 ， 但 与 其 他 组 差异 不 显 
著 。 这 种 现象 可 以 用 机 体 中 EGF 和 EGFR 过 度 表 达 
引起 的 肿瘤 易 发 性 和 肿瘤 高 移 除 率 进 行 解释 (Pan- 
elman et al，1990): 在 体 条 件 下 ，EGF 的 过 量 ， 使 
细胞 核 裂 加快， 容易 引起 染色 体 数目 和 结构 的 变 
异 ， 这 种 变异 导致 细胞 瘤 变 ， 但 瘤 变 细胞 激发 机 体 
免疫 系统 清除 瘤 变 细胞 、EGF 和 EGFR 过 度 表达 的 
细胞 ， 从 而 表现 出 肿瘤 的 高 移 除 率 ; 而 在 体外 培养 
中 ， 高 浓度 引起 的 多 倍 体 变异 细胞 无 法 被 清除 ， 从 
而 导致 多 倍 体 细胞 增加 。 此 外 ， 还 可 能 与 形成 的 核 
分 裂 相 重合 ， 影 响 观 察 有 关 。 对 6 种 培养 体系 的 细 
胞 染色 体 数目 变异 率 分 析 表 明 ， 胰 岛 素 对 体外 培养 
的 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 染色 体 变异 率 没 有 影 
响 。 

在 EGF 和 胰岛 素 这 两 种 促进 大 熊猫 皮肤 成 纤 
维 细胞 增殖 的 物质 中 ， 胰 岛 素 是 更 理想 的 促进 细胞 
增殖 的 添加 物 。 在 已 经 建立 的 CS 培养 体系 中 ， 从 
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促进 细胞 生长 增殖 速度 上 考虑 ，CS-5、CS-4、CS-3 
比较 适合 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 生长 ， 其 中 CS-5 
最 适合 ; 从 生长 速度 和 染色 体 数目 变异 率 分 析 综 合 
考虑 ，CS-5 比较 适合 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 的 培 
养 。 更 加 优化 的 大 熊猫 皮肤 成 纤维 细胞 培养 体系 可 
以 不 添加 EGF， 只 添加 胰岛 素 。 

为 了 深入 研究 EGF 和 胰岛 素 对 大 熊猫 皮肤 成 
纤维 细胞 生物 特性 的 影响 ， 可 以 采用 2D-PAGE 和 
DD-PCR 技术 ,研究 不 同 浓度 EGF 和 胰岛 素 作 用 于 
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